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Verfahren zur Klonierung eines groften Virusgenoms 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Klonierung von grolien vira- 
len DNA-Genomen. Die klonierten Virusgenome sind infektids, d.h. aus der klo- 
nierten DNA kdnnen durch geeignete Verfahren infektids Viren (Oder Viruspart,- 
kel) wiederhergestellt werden. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung e,n kunst- 
Hches zirkulares Chromosom, das durch ein solches Verfahren erhaltlich ,st. so- 
wie seine Verwendung und ein Verfahren zur Mutagenese von gro&en vralen 
Genomen unter Verwendung des kunstlichen zirkularen Chromosoms. 

Es gibt eine Reihe grolier viraler Genome, die so groB sind, dali es schwierig ist, 
sie zu klohieren, zu analysieren und eine gezielte Mutagenese durchzufuhren 
Dies liegt unter anderem daran, da& die bis jetzt verwendeten Verfahren auf d.e 
Verwendung mehrfacher Rekombinationsschritte in eukaryontischen Zellen an- 
gewiesen sind, die 1. selten, 2. fehleranfSllig und 3 praktisch nichtzu kontroll.e- 
ren sind. Dadurch werden aufwendige Selektionsverfahren notwendig, um ge- 
wunschte Mutanten zu isolieren und charakterisieren zu konnen. 

Verschiedene Viren mit grofier DNA sind wichtige Pathogene, entweder fur den 
Menschen Oder fur Tiere oder Pflanzen. wobei sie zum Teil zu schweren oder 
sogar tddlichen Krankheiten fuhren. Beispielhaft sei hier das Cytomegalievirus 
(CMV) genannt, das zu den wicht.gen menschlichen pathogenen V.ren zahlt; m.t 
einer hohen Pravalenz, die zu schweren Krankheiten fuhrt, insbesondere be, im- 
munolo gl sch unre.fen Patienten oder be, Pat,enten mit einem beeintracht,gten 
Immunsystem (1). Da das menschhche Cytomegaliev.rus und das Maus-Cytome- 
galievirus (MCMV) eine Reihe von Ahnlichkeiten in ,hrer Biologie und Pathoge- 
nese zeigen (2), wurde die Infektion von Mausen mit MCMV zu einem intens.v 
untersuchten inyiyo-Modell zur Untersuchung der Pathogenese der CMV-lnfek- 
tion. Die 235 kb-Genome von sowohl menschlichem als auch Mause-CMV sind 
die groliten Genome von DNA-Viren der Sauger. Die Sequenzanalyse der 
menschlichen und Mause-CMV-Genome zeigt eine ahnliche genetische Organ,- 
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sation und eine Kodierungsfahigkeit fur vermutlich mehr als 220 Polypeptide (3, 
4, 5). 

Informationen uber die Funktion eines GrofMeils der CMV-Genprodukte liegen 
aufgrund der GroGe der viralen DNA und der damit verbundenen schwierigen 
Manipulierbarkeit des viralen Genoms nach wie vor kaum vor. Dies steht z.B. im 
Gegensatz zu der Situation beim Herpes simplex Virus (a-Herpesviren) (6), das 
eingehend untersucht wurde und fur das viele virale Genfunktionen erklart wer- 
den konnen. Es besteht deshalb ein Bedarf.an CMV-Klonen und CMV-Mutanten, 
da diese aufgrund ihrer grofcen DNA und ihrer langsamen Replikationskinetik 
bisher nur sehr schwierig zu erhalten sind. 

Entsprechend besteht auch ein Bedarf an Klonierungsverfahren fur andere grofie 
Virus-Genome, insbesondere Herpesvirusgenome, die dieselbe Problematik auf- 
weisen, wie die oben beispielhaft fur CMV beschriebene. 

Fur die Unterbrechung und Deletion von CMV-Genen wurde ein Verfahren zur 
Insertionsmutagenese entwickelt (7, 8). Aufgrund der geringen Haufigkeit homo- 
loger Rekombinationen in eukaryontischen Zellen ist das Verfahren jedoch sehr 
ineffektiv. Zusatzlich wurden haufig zufallige Deletionen und die Bildung nicht 
erwunschter rekombinanter Viren beobachtet (7, 9). Obwohl Selektionsverfahren 
dieses ursprungliche Verfahren verbessert haben (9, 10, 11), bleibt die Erzeu- 
gung von CMV-Mutanten eine aufwendige und haufig erfolglose Aufgabe. Kurz- 
lich konnte ein Verfahren zur Konstruktion von rekombinanten Herpesviren aus 
klonierten, uberlappenden Fragmenten (12) auch auf CMV ausgedehnt werden 
(13). Dies ist bereits eine deutliche Verbesserung gegenuber den oben beschrie- 
benen Verfahren, da dieses Verfahren nur rekombinante Viren erzeugt und eine 
Selektion gegen nicht rekombinante Wildtypviren uberflussig macht. Die resultie- 
renden Mutanten sind jedoch immer noch das Produkt mehrerer Rekombination- 
sereignisse in eukaryontischen Zellen, die schwierig zu kontrollieren sind. Ein 
korrekter Wiederaufbau des viralen Genoms kann nur nach Wachstum und Iso- 
lierung der Virusmutante sichergestellt werden. 




Es bestand daher immer noch ein Bedarf, ein Verfahren zur Klonierung grower, 
moglichst vollstandiger, auf jeden Fall aber replikationsfahiger (sogenannter 
"infektioser") Virsugenome bereitzustellen, das moglichst wenige Rekombina- 
tionsschritte in eukaryontischen Zellen benotigt und bei dem daher eine Isolie- 
rung und Selektion der Rekombinanten und ihre Selektion uberflussig wird. 

Diese Aufgabe wird durch das in Anspruch 1 genannte Verfahren gelost. Vorteil- 
hafte Weiterbildungen sind in den Unteranspruchen angegeben. 

Die Aufgabe wird gemaft der vorliegenden Erfindung dadurch gelost; daft ein 
Verfahren zum Klonieren eines groften Virusgenoms bereitgestellt wird, umfas- 
send die Schritte 

a) Einbringen einer Sequenz (1), enthaltend Sequenzen eines Klonierungsvehi- 
kels, in eine Zelle, enthaltend das zu klonierende Virusgenom, und 

b) Rekombinieren der Sequenz (1 ) aus Schritt a) mit dem zu klonierenden DNA- 
Fragment vorzugsweise uber homologe Rekombination, so daft ein kunstliches 
zirkulares Chromosom entsteht. 

Die homologe Rekombination kann beispielsweise dadurch herbeigefuhrt wer- 
den, daft die Sequenz (1 ) Abschnitte enthalt die homolog sind zu der zu klonie- 
renden DNA. 

Das Verfahren ist insbesondere fur solche Virusgenome geeignet, die grofter als 
100 kb (vorzugsweise grofter als 200 kb) sind. Besonders interessant ist das 
Verfahren fur eine Klonierung grofter viraler DNA, wie z.B. der DNA von Herpes- 
viren, wobei besonders das menschliche Cytomegalievirus und das Maus- 
Cytomegalievirus genannt werden sollen. Diese Viren sind wichtige Pathogene 
fur den Menschen und ihre Klonierung und darauffolgende Mutagenese wird erst 
durch das erfindungsgemafte Verfahren moglich gemacht. Weitere geeignete 
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Virusgenome sind die von anderen DNA-Viren bzw. alie Herpesvirusgenome 
(Herpes simplex Virus Typ 1 und 2, Epstein-Barr-Virus, Varizella Zoster, humane 
Herpesviren 6, 7, 8 (HHV6, HHV7, HHV8), Herpesviren der Tiere, z.B. Pseu- 
dorabies-Virus, Bovine Herpesviren 1,2,3, 4. 

Vorzugsweise werden als Wirtszellen fur den Schritt a) des Anspruchs 1 eu- 
karyontische Zellen verwendet, vorzugsweise Saugerzellen, Insektenzellen Oder 
Hefezellen, wobei insbesondere primare Fibroblasten vom Menschen (z.B. hu- 
mane Vorhautfibroblasten (HFF)) und der Maus (z.B. Fibroblasten von (BALB/c)- 
Mausen) Oder NIH3T3-Fibroblasten (ATCC CRL1658) verwendet werden konnen. 

Die Einbhngung der Sequenz (1) in die eukaryontischen Zellen erfolgt durch ein 
Caiciumprazipitationsverfahren oder Elektroporation oder Lipofektion oder mit 
Verfahren nach dem neuesten Stand der Technik. Vorzugsweise ist die Sequenz 
(1) aus Schritt a) von loxP-Stellen oder einmaligen (uniquen) Restriktionsschnitt- 
stellen flankiert, was ihr spateres Herausschneiden durch die Rekombinase Cre 
oder Restriktionsenzyme moglich macht. Gegebenenfalls kann die zu klonierende 
Virus-DNA ebenfalls zunachst in eine geeignete Zelle eingebracht werden, falls 
die sie enthaltende Zelle fur die Klonierung ungeeignet sein sollte. 

In einem weiteren Schritt wird das erhaltene Chromosom gemaR. dem vorstehen- 
den Verfahren in Bakterien wie E coli eingebracht werden. Dieses Einbringen 
kann z.B. durch Elektroporation oder jedes andere im Stand der Technik bekann- 
te Verfahren geschehen. Vorzugsweise ist das Klonierungsvehikel ein Plasmid, 
z.B. das Plasmid pRP2 oder pRP3, wie unten beschheben. Es ist jedes Vehikel 
geeignet, das zu.sammen mit der zu klonierenden DNA ein kunstliches Ringchro- 
mosom, wie beispielsweise ein bakterielles Chromosom (BAC), ausbilden kann. 
Geeignete Klonierungsvehikel sind low-copy-Vektoren, da nur durch die niedrige 
Kopienzah! der Plasmide die Stabilitat der klonierten DNA gewahrleistet ist. 
Weitere geeignete Vehikel sind Derivate, die sich von den bekannten Mini-F- 
Plasmiden von E. coli ableiten. Das Mini-F-Plasmid enthalt die bakteriellen Ge- 
ne (Funktionen) repE (fur die Replikation), parA, B, C (fur die Verteilung des 




Plasmids auf Tochterbakterien und die strikte Kontrolle der Kopienzahl) ovi s 
(origin of replication; fur die Replikation). 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein kunstliches zirkulares Chromosom, das durch 
eins Oder mehrere der in den Anspruchen 1 bis 14 beschriebenen Verfahren er- 
haltlich ist. Bevorzugt ist das kunstliche zirkulare Chromosom bakteriell und ent- 
halt die gesamte DNA-Sequenz eines Virus, die fur dessen Vermehrung essen- 
tiell ist, sowie die Sequenz (1 ) aus Schritt a) des Anspruchs 1 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das kunstliche zirkulare 
Chromosom die DNA-Sequenz von Herpesviren, besonders bevorzugt die DNA- 
Sequenz des menschlichen Cytomegalievirus oder die DNA-Sequenz des Maus- 
Cytomegalievirus und ein Antibiotika-Resistenzgen. 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung eines kunstlichen zirkularen Chro- 
mosoms, das durch die vorher beschriebenen Verfahren erhaltlich ist, fur die 
Mutagenese grower viraler DNA-Genome, insbesondere die Insertion therapeu- 
tisch wichtiger Gene und die Herstellung von Vektoren fur die somatische 
Gentherapie. 

Die Erfindung betrifft au&erdem ein Verfahren zur Mutagenese grower. Virusge- 
nome, umfassend die Schritte 

A) Klonierung eines grofien Virusgenoms gemafl einem Oder mehreren der An- 
spruche 1 bis 14; 

B) Einbringen des erhaltenen kunstlichen Chromosoms in eine bakterielle Wirts- 
zelle Oder in Hefe; und 

C) homologe Rekombination des Chromosoms in Bakterien Oder in Hefe mit ei- 
nem mutanten Allel. 
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Ferner betrifft die vorliegende Erfindung auch Zellen, die ein kunstliches zirkula- 
res Chromosom der o.g. Art enthalten. 

Die kunstlichen zirkularen Chromosomen eignen sich weiterhin fur einen genthe- 
rapeutischen Einsatz bzw. als Bestandteil eines Impfstoffs. 

Dabei beschreiben die Figuren die vorliegende Erfindung im einzelnen. 

Fiaur 1 zeigt die Strategie zur Klonierung und Mutagenese eines grofien Virus- 
genoms. 

(A) Ein gropes virales Genom und ein Rekombinationsplasmid mit bakteriellen 
Vektorsequenzen wurde in eukaryontische Zellen eingebracht, um eine rekombi- 
nante DNA (BAC) zu erzeugen. Dies kann durch verschiedene Verfahren erfol- 
gen, z.B. Infektion, Transfektion, Elektroporation usw. Zirkuiare DNA wurde aus 
den infizierten Zellen isoliert und in E. coli ubertragen. (B) Eine Mutagenese des 
BAC wurde in E. coli durch homologe Rekombination mit einem mutanten Allel 
durchgefuhrt, und das mutierte BAC wurde in eukaryontische Zellen transfiziert, 
um rekombinante Virus-Genome bzw. Viren zu rekonstituieren (C). 

Fiqur 2 zeigt die Herstellung und den Aufbau der MCMV kunstlichen bakteriellen 
Chromosome (BACs) pSM3 (a) und pSM4 (b) und die Struktur der abgeleiteten 
Rekombinanten MC96.73 und MC96.74. Die EcoRI-Restriktionskarte des rechten 
terminalen Endes des Genoms des MCMV-Stamms Smith ist oben dargestellt. 
Die Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 enthalten 2.2 und 6.6 kb flankie- 
render MCMV homologer Sequenzen (weifie Kasten), den BAC-Vektor (grau) und 
das gpt-Gen (schraffiert), flankiert von loxP-Stellen (schwarz). Die Eco-RI-Re- 
striktionskarte der BACs pSM3 und pSM4 ist darunter dargestellt. Die terminalen 
EcoRI-Fragmente des MCMV-Genoms sind in den BAC-Plasmiden pSM3 und 
pSM4 fusioniert, was zu neuen Fragmenten von 22,9 bzw. 24,3 kb fuhrt. Die li- 
nearen Genome der rekombinanten Viren MC96.73 und MC96.74 enthalten ter- 



minale EcoRI-Fragmente mit einer Lange von 12,3 bzw. 13,7 kb. Zusatzliche 
Restriktionsenzymstellen sind mit BamHI (B), Hindi!) (H) und Sfil (S) angegeben. 

Fiaur 3 zeigt die Strukturanalyse der kunslichen bakteriellen Chromosome 
(BACs) pSM3 und pSM4 (a) und der rekonstituierten Virusgenome (b, c). (a) 
Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel von EcoRI-verdauten BACs, die aus E, 
cgii-Kulturen isoliert wurden (Spuren pSM3 und pSM4) und von Wildtyp-MCMV- 
DNA, isoliert aus gereinigten Virionen (Spur wt). (b) Restriktionsenzymanalyse 
der viralen MC96.73- und MC96.74-Genome. Die BACs pSM3 und pSM4 wurden 
in Maus-Embryonenfibroblasten transfiziert und der Uberstand der transfizierten 
Zellen wurde verwendet, urn neue Zellen zu infizieren. Die DNA, die aus den in- 
fizierten Zellen isoliert wurde und Wildtyp-MCMV-DNA wurde mit EcoRI verdaut 
und durch Elektrophorese auf 0,6 % Agarosegelen 14 Stunden aufgetrennt. Die 
EcoRI-O(O) und die Vektorfragmente (v) sind angegeben und die Grofie der zu- 
satzlichen Banden ist links gezeigt. (c) Trennung der EcoRI-Fragmente, die in (b) 
dargestellt sind, nach Elektrophorese fur 28 Stunden. 

Fiaur 4 ze igt die Konstruktion der MCMV-ie1-Mutante MM96.01 (a), die Struktur- 
analyse des mutierten kunstlichen bakteriellen Chromosoms (BACs) (b) und des 
Genoms der ie1-Mutanten MM96.01 (c). (a) Die Hindlll-Schnittstelle zwischen 
den Hindlll-K- und -L-Fragmenten des Genoms des MCMV-Stamms Smith (oben) 
• wurde unter Verwendung des EcoRI-Hpal-Fragments {schraffierter Bereich) 
durch Mutagenese entfernt Die Exon-lntron-Struktur der ie1- und ie3-Gene ist 
angezeigt und die proteinkodierenden Sequenzen sind als schraffierte Kastchen 
dargestellt. Die Mutation fuhrt zu einer Rasterverschiebung nach 273 Codons 
und der Bildung eines neuen Stoppcodons nach zusatzlichen 9 Codons (schwar- 
zer Kasten). Der offene Kasten bezeichnet den Teil des offenen iei-Leserah- 
mens, der im mutierten Virus nicht translatiert wird. (b) Ethidiumbromid-gefarbtes 
Agarosegel des mit Hindlll verdauten Eltern-BACs pSM3 und des mutierten BACs 
pSMiel. (c) Hindlll-Muster der Genome des rekombinanten Virus MC96.73 und 
des ie1-Mutanten MM96.01. Das Hindlll-K- und -L-Fragment und das neue 15,2 
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kb-Fragment sind links angegeben und die GroGe einiger Hindlll-Fragmente ist 
am rechten Bildrand angegeben. 

Figur 5 zeigt die Abwesenheit von pp89 in Zellen, die mit dem ie1-Mutanten 
MM96.01 infiziert sind. Embryonale Maus-Fibroblasten (MEF) waren entweder 
nicht infiziert, infiziert mit dem rekombinanten Virus MC96.73 Oder mit der ie1- 
Mutanten MM96.01 in Gegenwart von Cycloheximid (50 ug/mt) fur 3 Stunden, urn 
eine selektive Expression der immediate-early Proteine zu erzielen (16). Nach 
Entfernung des Cycloheximids wurde Actinpmycin D (5 ug/ml) hinzugefugt und 
die Proteine wurden mit 35 S-Methionin (1200 ci/mmol) fur zusatzliche 3 Stunden 
markiert. Die Lyse der Zellen und Immunoprazipitationen wurden wie beschrie- 
ben durchgefuhrt (28) unter Verwendung von Antiserum 3/1, das gegen den C- 
Termius des ie1 -Proteins pp89 gerichtet war (a) und des ie1/ie3-spezifischen An- 
tipeptidserums b5-1 (b) (16,28). Eine lange Belichtung des Autoradiogramms (b) 
ist in (c) dargestellt. 

Im folgenden wird die Erfindung im Hinblick auf die Beispiele und Figuren im ein- 
zelnen beschrieben. 

Beisoiel 1 : Herstellung der Viren und Zellen 

Die Vermehrung von MCMV (Stamm Smith, ATCC VR-194, ATCC, Rockville, 
Md.) in BALB/c embyonalen Maus-Fibroblasten (MEF-) und NIH3T3-Fibroblasten; 
(ATCC CRL1658) wurde bereits fruher beschrieben (14,15). Rekombinante Viren 
wurden entsprechend verbffentlichten Arbeitsvorschriften erzeugt (8, 9, 15). Um 
die Virusnachkommenschaft aus kunstlichen bakteriellen Chromosomen (BACs) 
herzustellen, wurden BACs (ca. 0,5-1 ug) in MEF transfiziert, indem das Calci- 
umphosphat-Prazipitationsverfahren verwendet wurde, wie beschrieben in (15, 
16). 



Beispiel 2: Isolierung viraler DNA und von BACs 



Plasmidklonierungen werden nach Standardverfahren durchgefuhrt (20). Restrik- 
tionsenzyme wurden bei New England Biolabs (Bevety. MA) gekauft. Wildtyp- 
MCMV-DNA wurde aus Virionen hergestellt und Gesamt-Zell-DNA wurde aus 
infizierten Zellen isoliert, wie bereits fruher beschrieben (14, 17). Zirkulare Virus- 
DNA wurde durch das Verfahren von Hirt (18) isoliert und in elektrokompetente 
E.coli -DH10B-Stamme elektroporiert (19). BACs wurden aus E^cgli-Kulturen 
isoliert unter Verwendung eines alkalischen Lyseverfahrens (20) und weiter 
durch Prazipitation mit Polyethylenglycol gereinigt (20). 

Beispiel 3: Plasmide und Mutagenese 

Fur die Konstruktion der Rekombinationsplasmrde pRP2 und pRP3 wurde ein 17 
kb-Hindlll-BamHI-Subfragment des MCMV-Hindlll-E'-Fragments (17) in 
PACYC177 (21) subkloniert. Die EcoRI-Fragmente O, b, f und g innerhalb des 
Hindlll-E'-Fragments (14, siehe Figur 2), wurden deletiert und ein EcoRI-Notl- 
Adapter wurde hinzugefugt, um das Plasmid pHE'AE zu erzeugen. Das E^coli- 
Guaninphosphoribosyltransferase(gpt)-Gen, gesteuert von dem Herpes simplex - 
Thymidinkinase-Promotor und gefolgt von der SV40 fruhen Polyadenylierungs- 
stelle wurde auf einer Seite mit emer Tandem-loxP-Stelle flankiert und dann in 
das Plasmid pKSO, einem Derivat des BAC-Vektors pBAC108L (19) mit modifi- 
ziertem Polylinker (Pmel-Nsil-Pacl-BamHI-Pmel-AscI) kloniert, nachdem es zu- 
nachst in eine BamHI-Stelle inseriert worden war, die zwischen Tandem-loxP- 
Stellen lag und zurvor in p Bluescript KS+ (Stratagene) kloniert worden war. Das 
pKSO-gpt-Plasmid wurde mit Notl zwischen den beiden loxP-Stellen linearisiert 
und in die einzige Notl-Stelle des Plasmids pHE'AE inseriert. pRP2 und P RP3 
unterscheiden sich in der Orientierung der pKSO-gpt-Sequenz (Figur 2). 

Um das Mutagenseplasmid pMieFS zu konstruieren, wurde ein 7,2 kb Hpal- 
EcoRI-Fragment (Figur 4a) des Plasmids plE111 (23) in das Plasmid pMB096 
(24) inseriert, und die Hindlll-Stelle des Inserts wurde durch Behandlung mit der 
Klenow-Polymerase aufgefullt urid zerstort. Die Mutagenese des MCMV-BACs 
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wurde durch homologe Rekombination in dem E. coli -Stamm CBTS (25) entspre- 
chend veroffentlichten Arbeitsvorschriften (24, 25) durchgefuhrt. 

Beispiei 4: Strategie zur Klonierung und Mutagenese des MCMV-Genoms 

Die bekannten Verfahren zur Manipulation von CMV-Genomen und anderen gro- 
ften Virusgenome sind nur begrenzt anwendbar bzw. erfolgreich, da sie auf ho- 
mologer Rekombination in eukaryontischen Zellen basieren. Um das MCMV- 
Genom und andere grofte Virusgenome einjer Mutagenese besser zuganglich zu 
machen, wurden infektiose kunstliche bakterielle Chromosomen (BAC) des 
MCMV in E. coii erzeugt. Die in Figur 1 dargestellte Strategie wurde zur Klonie- 
rung des MCMV-Genoms verwendet, da Herpesviren ihr Genom nach dem Ein- 
tritt in die Zelle zirkularisieren (6, 26) und da plasmidahnliche zirkulare Interme- 
diate fruh im Replikationszyklus von Herpesviren auftreten (27). In einem ersten 
Schritt wurde ein rekombinantes Virus erzeugt, das einen bakteriellen Vektor in- 
tegriert in seinem Genom enthielt. Nach Selektion des rekombinanten Virus unter 
Verwendung des Selektionsmarkers Guaninphosphoribosyltransferase(gpt) (9) 
haufen sich zirkulare Intermediate in infizierten Zellen an. Nach Isolierung und 
Elektroporation der zirkularen Intermediate in E. coli ist das CMV-BAC der ge- 
samten Gentechnologie zuganglich, die in Verbindung mit E. coli verwendet 
wird. Die Transfektion des mutierten BACs in eukaryontische Zellen sollte 
schliefilich virale Mutanten rekonstituieren (Figur 1). 

Beispiei 5: Erzeugung rekombmanter Viren und BACs 

Wir konnten bereits fruher zeigen, da(3> ein grower Bereich am rechten terminalen 
Ende des MCMV-Genoms nicht essentiell fur die Replikation in vitro ist (18). Da- 
her wurde dieser Bereich fur eine Integration des BAC-Vektors und des Selekti- 
onsmarkers gpt (Figur 2a, b) gewahlt. Um zu untersuchen, ob die Integration des 
BAC-Vektors in das virale Genom in beiden Orientierungen moglich war, wurden 
zwei unterschiedliche Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 hergestellt 
(Figur 2a, b). Fur die Herstellung des BAC-haltigen Virusgenoms wurde das re- 
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kombinante Virus AMC95.21 verwendet, das eine lacZ-lnsertion im EcoRI-O- 
Fragment seines Genoms aufweist. Dies ermdglichte die Identifizierung von Inte- 
grationsereignissen, indem ein Screening auf weifce Plaques nach Farbung mit 5- 
Brom-3-chlorindolyl-(3-galactopyranosid (X-Gal) durchgefuhrt wurde. Rekombi- 
nante Viren mit integrierten Vektorsequenzen wurden unter Verwendung des gpt- 
Markers angereichert, und schiiefilich wurde eine zirkulare Virus-DNA aus infi- 
zierten Zellen isoliert und in E. coli elektroporiert. 

Eine hohe Prozentzahl bakterieller Klone (ca. 80%) enthielten die erwarteten 
vollstandigen Plasmide. Im Vergleich mit aus MCMV-Virions isolierter DNA ent- 
hielten die BACs pSM3 und pSM4 zusatzliche EcoRI-Fragmente mit einer Lange 
von 22,9 bzw. 24,3 kb (Figur 3a), abhangig von der Orientierung des integrierten 
Vektors (Figur 2a, b). Die zusatzlichen Banden ergaben sich aus der Fusion der 
terminalen EcoRI-Fragmente, was die zirkulare Natur der BACs (Figur 2) anzeig- 
te; wie erwartet fehtt das 5,7 kb-EcoRI-O-Fragment in den BACs (siehe Figur 2 
und 3a), und die Vektorsequenzen fuhrten zu einer Doppeibande bei 6,4 kb (als v 
in Figur 3a bezeichnet). Bei dem BAC pSM3 war das 2,5 kb-EcoRl Z-Fragment 
urn 1 ,4 kb der gpt- und Vektorsequenzen vergroftert, was zu einem 3,85 kb- 
Fragment fuhrte (Figur 3, Bande pSM3). Eine Southern-Blot-Analyse und Charak- 
terisierung der BACs mit Restriktionsenzymen Hindlll, Xbal und BamHI (Daten 
nicht dargestellt) bestatigten die erfolgreiche Klonierung des gesamten Genoms 
dieser MCMV-Rekombinanten in E. coli . 

Beispiel 6: Rekonstituierung (Wiederherstellung) der Virusnachkommenschaft 
aus MCMV-BACs 

Die Transfektion der BACs pSM3 und pSM4 in embryonaie Maus-Fibroblasten 
fuhrten zu der Entwicklung von Plaques. Neue Zellen wurden mit dem Uberstand 
von pSM3 und pSM4 transfizierten Zellen infiziert. Gesamtzell-DNA wurde iso- 
liert, als die Zellen einen vollstandigen cytopathischen Effekt zeigten. Die EcoRI- 
Spaltung der isolierten DNA fuhrte zu einem ahnlichen Muster wie die Spaltung 
der BACs pSM3 und pSM4 (vgl. Banden MC96.73 und MC96.74 in Figur 3b und 
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Banden pSM3 und pSM4 in Figur 3a). DNA, die aus infizierten Zellen isoliert 
wird, enthalt zirkulare, konkatemare und lineare virale DNA, die bereits in Kapsi- 
de verpackt war. Daher war die Menge der 22,9 und 24,3 kb-Fragmente, die sich 
aus der Fusion der terminalen EcoRI-Fragmente ergab, submolar (Figur 3b, Ban- 
den MC96.73 und MC96.74). Aufterdem tauchten die terminalen EcoRI-Frag- 
mente, die von linearen Genomen abstammten, wieder auf. Das terminale EcoRI- 
Fragment F (12,3 kb) wurde in dem Genom der Rekombinanten MC96.73 wie 
auch im Wildtyp MCMV entdeckt (Figur 3c, Banden MC96.73 und wt). Bei der 
Rekombinanten MC96.74 war das terminale EcoRI-Fragment F um eine 1,4 kb- 
Vektorsequenz (siehe Figur 2b) vergroftert, was zu einer Doppelbande bei 13,7 
kb fuhrte (Figur 3c, Bande MC96.74). Verdau mit den Restriktionsenzymen 
BamHI und Xbal ergab alle erwarteten Banden (Daten nicht dargestellt). Damit 
wurde erreicht, daB CMV-Rekombinanten aus einem grofien Plasmid ohne ir- 
gendeine Manipulation vor der Transfektion hergestellt werden konnen. 

Beispiel 7: Konstruktion einer MCMV-ie1-Mutanten durch homologe Rekombina- 
tion in E. coli 

Um die Wirksamkeit der gezielten Mutagenese in E. coli zu uberprufen, wurde 
eine kleine Mutation in die (immediate-early) (IE) Region des MCMV-Genoms 
eingefuhrt. Mindestens zwei alternativ gespleifMe Transkripte ergeben sich aus 
der IE-Region (Figur 4a), die das 89 kDa-ie1 -Protein und das 88 kDa-ie3-Protein 
kodieren (16). Aufgrund der komplexen Struktur der ie1/ie3-Transkriptionseinheit 
ist die Unterbrechung des ie1-Gens durch konventionelle Rekombinationsverfah- 
rens vermutlich schwierig zu erreichen, ohne das die Expression des ie3-Gens 
beeinfluftt wird. Daher war nicht bekannt, ob das MCMV-ie1 -Protein fur die Virus- 
replikation essentiell ist. Um den ie1-Leserahmen (595 Kodons) zu unterbrechen, 
wurde eine Leserahmen-Mutation an einer Hindlll-Stelle in Exon 4 des ie1-Gens 
eingefuhrt. Die Mutation beendete den ursprungiichen Leserahmen nach Kodon 
273 und erzeugte ein neues Stoppkodon nach zusatzlichen 9 Kodons (Figur 4a). 
Die Mutation wurde auf einem 7,4 kb-EcoRI-Hpal-Fragment (Figur 1a) konstruiert 
und anschlieliend auf das BAC pSM3 durch homologe Rekombination in E. coli 
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unter Verwendung einer zwetstufigen Austauschstrategie ubertragen (24, 25). 
Das Mutageneseverfahren fuhrte zu einem Verlust der Hindlll-K- und -L-Frag- 
mente und der Erzeugung eines neuen 15,2 kb-Fragments (Figur 4b). Die EcoRI- 
und BamHI-Muster der BACs waren unverandert (Daten nicht dargestellt), was 
bestatigte, dafc die BACs wahrend des Mutageneseverfahrens stabil blieben. Die 
Transfektion des mutierten BACs pSM4-ie in MEF fuhrte zu Plaquebildung. Ge- 
samzell-DNA wurde aus infizierten Zellen isoliert und durch Hind-lll-Verdauung 
analysiert. Wie erwartet, waren die Hindlll-K- und -L-Fragmente durch das 15,2 
kb-Fragment im Genom des ie1-Mutantenvjrus MM96.01 ersetzt worden (Figur 
4c). Offensichtlich wurde die Mutation, die in das MCMV-BAC eingefuhrt worden 
war, nach Rekonstitution des Mutantenvirus beibehalten. 

Die Abwesenheit des ie1 -Proteins in infizierten MM96.01 -Zellen wurde durch 1m- 
munprazipitation bestatigt. Ein Antiserum, das gegen den Carboxyterminus des 
ie1 -Proteins gerichtet war, spurte das ie1 -Protein in Lysaten von MC96.73 infi- 
zierten Zellen auf, prazipitierte aber keine Proteine aus Lysaten von MM96.01 
infizierten Zellen (Figur 5a). Ein ie1/ie3-spezifisches Antiserum, B5/1, (16, 28) 
spurte 2 Proteine von 89 und 88 kDa in Lysaten von MC96.73 infizierten Zellen 
auf und 1 Protein von 88 kDa in Lysaten von MM96.01 infizierten Zellen (Figur 
5b). In der MM96.01-Spur fehlte das 89 kDa-ie1 -Protein eindeutig und es wurde 
nur das 88 kDa-ie3-Protein nachgewiesen (Figur 5b). Eine langere Belichtung 
des Autoradiogramms zeigte em 36 kDa-Protein in MM96.01 infizierten Zellen 
(Figur 5c). Das anscheinende Molekulargewicht dieses Polypeptids stimmt mit 
der erwarteten Molekularmasse des verkurzten ie1-Proteins und mit dem Wande- 
rungsverhalten verschiedener mutierter ie1 -Proteine uberein (28). 

Wir schlossen_daraus, daft das ie1 -Protein pp89 fur eine Replikation des ie- 
M'utanten MM96.01 nicht notwendig ist. 



Beispiel 8: Mutageneseverfahren 
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Folgend den veroffentlichten Arbeitsvorschriften von O'Connor et al. (24) und 
Kempkes et al. (25) wurde die Mutagenese des MCMV-BACs durch homologe 
Rekombination in dem E. coli -Stamm CBTS durchgefuhrt, der ein recA-Allel und 
einen temperaturempfindlichen Supressor tragt (25). Das BAC-pSM3 und das 
Shuttleplasmid pMieFS wurden aufeinanderfolgend in E. coli -CBTS elektropo- 
riert und Klone, die Kointegrate enthielten, wurden bei 42°C auf Agarplatten mit 
Chloramphenicol (12,5 ug/ml) und Tetracyclin (10 ug/ml) selektiert. Die Kointe- 
grate wurden durch Restriktionsenzymanalyse auf die gewunschten Strukturen 
untersucht. Die Auflosung der Kointegrate wurde durch Inkubation der bakteriel- 
len Klone bei 30°C auf Agarplatten nur mit Chloramphenicol ermoglicht. Die 
Plasmide wurden durch Screening von Tetracyclin-empfindlichen Klonen identifi- 
ziert und durch Hindlll-Spaltung analysiert, um zu bestimmen, ob eine Mutation 
erreicht worden war, Oder ob eine Ruckkehr zu der Elternsequenz aufgetreten 
war. 

Beispiel 9: Konstruktion rekombinater MCMV 

Rekombinante Viren wurden entweder durch Kotransfektion von viraler DNA und 
dem linearisierten Rekombinationsplasmid, wie vorher beschrieben (8, 15), oder 
durch Elektroporation des Rekombinationsplasmids in NIH3T3-Zellen unter Ver- 
wendung des BioRad Genpulsers (250 V, 960 pF), gefolgt von einer Superinfek- 
tion mit MCMV 8 Stunden spater, erzeugt. Rekombinante Viren wurden mit My- 
cophenolsaure und Xanthin entsprechend veroffentlichter Arbeitsvorschriften (9) 
selektiert. 

Beispiel 10: Isolierung viraler DNA 

Wildtyp-MCMV-DNA wurde aus Virionen hergestellt und durch CsCI-Gradienten- 
zentrifugation gereinigt, wie vorher beschrieben (14). Fur eine Charakterisierung 
der rekonstituierten Genome wurde die Gesamtzell-DNA aus infizierten Zellen 
isoliert. Die Zellen wurden durch Trypsinierung geerntet, gefolgt von einer Zentri- 
fugation bei 800 g fur 5 Minuten und in 50 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM EDTA, 0,5 
% SDS und 0,5 mg/ml Proteinase K lysiert. Nach 12-stundiger Inkubation bei 
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56°C wurde die DNAzweimal mit Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (50:48:2) 
extrahiert und mit Ethanol ausgefallt. Die DNA-Fragmente wurden durch Elektro- 
phorese auf einem 0,6 % Agarosegel aufgetrennt, wie vorher beschrieben (14). 

Zirkulare Virus-DNA wurde durch das Verfahren von Hirt (18) isoliert. Infizierte 
Zellen aus 60 mm Gewebekulturschale wurden in 1 ml Puffer A lysiert (0,6 % 
SDS, 10 mM EDTA pH 7,5) und 0,66 ml 5 M NaCI wurden hinzugefugt, gefolgt 
von einer Inkubation bei 4°C fur 24 Stunden. Die Probe wurde bei 15000 g bei 
4°C 30 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde mit Phenol extrahiert und die 
DNA wurde mit Ethanol ausgefallt. Die DNA wurde wieder in 30 ul TE gelost (10 
mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA) und gegen TE dialysiert. 10 ul der DNA wurden 
in elektrokompetente E. coli -DH10B elektroporiert, unter Verwendung eines 
BioRad Genpulsers (2,5 kV, 25 uF, 400 Ohm). Die Transformanten wurden auf 
Agarplatten selektiert, die 12,5 ug/ml Chloramphenicol enthielten. 

Beisoiel 11: Isolierung von BACs und Rekonstitution von rekombinanten Viren 

BACs wurden aus 100 ml Kulturen isoliert, die uber Nacht bei 37°C in Gegenwart 
von 12,5 ug/ml Chloramphenicol angezuchtet worden waren, unter Verwendung 
des alkalischen Lyseverfahrens (20). Die Plasmid-DNA wurde weiter durch Pra- 
zipitation mit Polyethylenglycol gereinigt (20). Ein Zehntel der isolierten Plasmide 
(ungefahr 0,5 bis 1 ug) wurde zur Analyse durch Restriktionsenzymspaltung oder 
fur eine Rekonstitution der Virusnachkommenschaft durch Calciumphosphattrans- 
fektion in MEF verwendet. 

Beisoiel 12: Metabolische Markierung und Immunoprazipitation 

Eine selektive Expression von wt Oder mutiertem MCMV immediate-early Protei- 
nen wurde durch Infektion von MEF in Gegenwart von Cycloheximid (50 ug/ml) 
erreicht, das 3 Stunden spater durch Actinomycin D (5 ug/ml) ersetzt wurde. 
Dann wurden Zellen mit [35S]-Methionin (1200 Ci/mmol; Amersham, Braun- 
schweig, Deutschland) fur zusatzliche 3 Stunden markiert. Die Lyse der Zellen 
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schweig, Deutschland) fur zusatzliche 3 Stunden markiert. Die Lyse der Zellen 
und Immunprazipitationen wurden durchgefuhrt, unter Verwendung des Antipep- 
tidserums b5/1 (28, 16) und des Antiserums 3/1 , das gegen den C-Terminus des 
ie1 -Proteins pp89 gerichtet ist. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Klonieren eines grofien Virusgenoms, umfassend die Schritte 

a) Einbringen einer Sequenz (1), enthaltend Sequenzen eines Klonierungsvehi- 
kels, in eine Zelle, enthaltend das zu klonierende Virusgenom, und 

b) Rekombinieren der Sequenz (1) aus Schritt a) mit dem zu klonierenden Virus- 
genom, vorzugsweise uber homologe Rekombination, so dafi ein kunstliches 
zirkulares Chromosom entsteht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dali das Virusgenom 
grdfier als 100 kb (vorzugsweise grofter als 200 kb) ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi das grofie 
Virusgenom von einem DNA-Virus stammt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi die virale DNA von 
Herpes-Viren stammt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Herpes-Virus- 
DNA die DNA des menschlichen Cytomegalievirus ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Herpes-Virus- 
DNA die DNA des Maus-Cytomegalievirus ist. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi als Zelle in Schritt a) eine eukaryontische Zelle verwendet 
wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die eukaryonti- 
schen Zellen Saugerzellen, vorzugsweise primare Fibroblasten, humane Vor- 
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hautfibroblasten (HFF), Oder embryonische Fibroblasten von BALB/c-Mausen 
sind. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft die eukaryonti- 
schen Zellen NIH 3T3- Fibroblasten sind. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Sequenz (1) durch ein Calciumphosphat-Prazipitations- 
verfahren oder Elektroporationsverfahren in die Zellen transfiziert wird. 

1 1 . Verfahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Sequenz (1) aus Schritt a) von loxP-Stellen flankiert ist 
oder von Restriktionsschnittstellen, die im restlichen Genom nicht vorkommen. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das erhaltene Chromosom in einem weiteren Schritt c) in E_ 
coli eingebracht wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daR, das Einbringen in 
E. coli durch Elektroporation geschieht. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Klon.erungsvehikel ein low-copy-Plasmid ist, vorzugs- 
weise ein Mini-F-Plasmid-Derivat 

15. Kunstliches zirkulares Chromosom, erhaltlich durch eines oder mehrere der 
in den Anspruchen 1 bis 14 beschriebenen Verfahren. 



16. Kunstliches zirkulares Chromosom nach Anspruch 15, dadurch gekennzeich- 
net, dall es ein bakterielles Chromosom (BAC) ist. 
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17. Kunstliches zirkulares Chromosom nach Anspruch 15 Oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dali es die gesamte DNA-Sequenz eines Virus, die fur die Virus- 
vermehrung essentiell ist, sowie Sequenz (1) aus Schritt a) enthalt. 

18. Kunstliches zirkulares Chromosom nach Anspruch 17, dadurch gekennzeich- 
net, daft es die DNA-Sequenz eines Herpes-Virus sowie Sequenz (1) aus Schritt 
a) enthalt. 

19. Kunstliches zirkulares Chromosom nach Anspruch 18, dadurch gekennzeich- 
net, dafc es die DNA-Sequenz des menschlichen Cytomegalievirus enthalt. 

20. Kunstliches zirkulares Chromosom nach Anspruch 18, dadurch gekennzeich- 
net, daR. es die DNA-Sequenz des Maus-Cytomegalievirus enthalt. 

21 . Verwendung eines kunstlichen zirkularen Chromosoms nach einem Oder 
mehreren der Anspruche 15 bis 20 fur eine Mutagenese grower DNA-Fragmente. 

22. Verfahren zur Mutagenese grower Virusgenome, umfassend die Schritte 

A) Klonierung eines grofien Virusgenoms einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 14; 

B) Einbringen des erhaltenen Chromosoms in eine bakterielle Wirtszelle Oder 
Hefe; und 

C) homologe Rekombination des Chromosoms mit einem mutanten Allel. 

23. Zelle, enthaltend ein kunstliches zikulares Chromosom nach einem der An- 
spruche 15 bis 20 

24. Kunstliches zirkulares Chromosom nach einem der Anspruche 15 bis 20 als 
Medikament, vorzugsweise als Impfstoff (somatische Gentherapie). 

25 Verwendung von BAC-Plasmiden zum Klonieren grower zirkularer DNA- 
Virusgenome. 
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71 1. ^AMMFNFASSUNG 
Verfahren zur Klonierung eines groBen Virusgenoms 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Klonierung eines groBen Vi- 
rus-Genoms. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein kunstliches z.rkulares 
Chromosom, das durch ein solches Verfahren erhaltlich ist, sowie seine Verwen- 
dung und ein Verfahren zur Mutagenese von gro&en Virusgenomen unter Ver- 
wendung des kunstlichen zirkularen Chromosoms. 
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